乙肝 病毒 X 与 Tab1 香 白 相互 作用 的 体内 外 验证 
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摘要 : 目的 借助 实验 室 前 期 质谱 分 析 技 术 和 数据 分 析 研 究 基础 ， 采 用 免疫 共 沉 淀 (Co-1P) 和 有 蛋白 沉降 实验 
(GST pull-down) 验证 HBV X 蛋白 与 Tab1 有 蛋白 的 相互 作用 ， 为 进一步 研究 HBx 在 HBV 慢性 感染 致癌 机 制 中 
的 作用 提供 一 定 的 实验 依据 。 方 法 成 功 构 建 pGEX-2TK-GST-HBx 质粒 ， 对 GST-HBx 融合 蛋白 进行 诱导 表达 ， 
与 GST-beads 284-5  , 构建 pcDNA3. 1/myc-His (-)B-Tab1, 44 4 293T 细胞 使 其 表达 ,然后 GST pull-down 
体外 试验 验证 二 者 的 相互 作用 ; 构建 pcDNA3. 1/myc-His (-)B-Tab1 和 pcDNA3. 1-3Xflag-HBx 真 核 表 达 质 
粒 ， 共 转 染 293T 和 HepG2 细胞 使 其 表达 ， 通 过 Co-IP 实验 验证 抗 Myc 抗体 可 以 将 HBx 从 细胞 裂解 液 中 沉 
淀 下 来 ， 证实 了 它们 在 两 种 细胞 系 中 存在 相互 作用 。 结果 显示 了 HBx 和 Tab1 在 体内 外 条 件 下 能 够 发 生 相 
互 作用 ， 为 进一步 明确 HBV X 蛋白 功能 及 作用 机 制 芮 定 基 础 。 
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Identification of Protein-protein Interaction of hepatitis B virus X 
protein and Tab1 In vivo and in vitro 


YU Li-li, HU Bo, LI Xue, ZHU Nai-shuo 


(College of life science, Fudan University, Shanghai, 200438, China) 
Abstract: With the help of analysis of mass spectrometry and data analysis according to the preliminary laboratory 
basic research, we used Co-IP and GST pull-down methods to prove the interaction of HBV X protein with Tab1. 
In order to study the carcinogenic mechanism of HBx protein, we provided some experimental evidence for 
further study of the role of HBx in the carcinogenic mechanism of HBV chronic infection. We successfully 
constructed pGEX-2TK-GST-HBx plasmid, induced the expression of GST-HBx fusion protein and then 
incubated with GST-beads, constructed pcDNA3.1/myc-His (-) B-Tab1 plasmid and then transfected 293T cells to 
express Myc-Tab1. Finally the interaction of GST-HBx and Myc-Tab1 was verified in GST pull-down test . 
Moreover, the eukaryotic expression plasmids including pcDNA3.1/myc-His (-) B-Tab1 and pcDNA3.1-3 x 
flag-HBx were successfully constructed, then were co-transfected into human embryonic kideny 293T cells and 
HepG2 cells to express fusion protein, further Co-IP test was demonstrated that the anti-Myc antibody could 
precipitate HBx from the cell lysate, and confirmed their intracellular interaction in two human cell lines. In 
conclusion, all results show that HBx and Tab1 could interact in vitro and in vivo, this research also established 
foundation to reveal the function and mechanism of HBV X protein. 
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乙 型 肝炎 病毒 HBV 可 以 持续 感染 肝 细胞 ， 


= 


是 严重 危害 人 身 
wu 


限 康 的 病毒 ， 其 感染 除 引 起 急 慢性 乙 


型 肝炎 、 肝 硬化 ， 甚 至 是 肝癌 。 既 往 研究 也 表明 慢性 HBV 感染 是 导致 原 发 性 肝癌 的 主要 因素 帆 ， 约 80% 


的 HCC 与 HBV 感染 有 关外， 生物 


体感 染 HBV 后 可 以 通过 复杂 的 机 


的 发 生 和 发 展 B453。 作 为 HBV 基因 组 中 最 小 的 开放 阅读 框 的 HBVX (HBx) ÆA, H154 TAER 


个 功能 结构 域 中 组 成 。 在 HBV 相关 性 肝癌 的 发 生发 展 
子 或 原 癌 基 因 来 促进 肿瘤 的 发 生发 展 08 


Hl] $3 HCC (hepatic celluler cancer) 
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有 具有 重要 的 作用 ，HBx 可 以 作为 反 式 激活 作用 因 
， 同 时 研究 也 表明 HBx 蛋白 在 乙肝 病毒 的 感染 、 细 胞 周期 变化 与 


凋 亡 、 肝 癌 发 生发 展 过 程 中 与 宿主 内 的 多 种 蛋白 发 生 相互 作用 '"”， 因 此 HBx 蛋白 被 认为 是 HBV 致 病 机 


Tabl 是 一 种 重要 的 构架 蛋白 ， 


制 过 程 中 的 一 个 重要 的 多 功能 效应 因子 “10 。 


最 初 是 因 其 能 够 与 TAK1 蛋白 相互 作用 被 发 现 命名 2 。 人 Tabl 蛋白 


由 504 个 氨基 酸 组 成 ， 主 要 功能 是 能 募集 其 它 蛋 白 形 成 复合 物 ， 但 相应 蛋白 的 活化 却 不 需 依 靠 Tabl HE 
92, Tabl 可 以 与 TAK1 结合 形成 复合 物 ， 并 导致 TAK1 自我 磷酸 化 ， 研 究 发 现 TAK1 的 激酶 活性 无 
论 在 酵母 还 是 哺乳 动物 中 都 是 与 Tabl 相关 "2。 


MAP03 等 ， 这 些 信 号 通路 与 人 类 疾 ; 
目前 HBx 作为 一 种 重要 的 转录 
调 亡 等 生理 病理 过 程 以 及 细胞 周期 1 
蛋白 对 胞 内 多 条 信号 通路 间接 影响 ， 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 和 试剂 
大 肠 杆菌 DHS a 和 BL21, 293T 4 


TAK1 WALT Ca 


对 其 直接 作用 的 


胞 、HepG2 2 


让 的 关系 也 日 益 受 到 研究 关注 。 
激活 作用 分 子 , 介 导 了 多 种 信号 转 导 通 路 ， 包括 炎症 、 免 疫 反 应 、 细 胞 
由 控 与 细胞 分 化 等 过 程 。 但 是 目前 绝 大 多 数 的 研究 报道 都 是 围绕 着 HBx 
蛋白 报道 还 是 比较 少 。 因 此 针对 乙 型 肝炎 病毒 感染 
致 病 的 分 子 机制 研 究 一 直 以 来 从 未 间断 过 。 本 实验 结合 实验 室 前 期 质谱 大 数据 基础 ， 则 在 用 免疫 共 沉 淀 和 
蛋白 沉降 实验 方法 来 验证 乙肝 病毒 X 蛋白 与 Tabl 在 体内 外 的 相互 作用 ， 为 接 下 来 探讨 HBx 对 HBV 感染 
后 细胞 信号 通路 影响 的 分 子 机 制 黄 定 基 础 。 


胞 内 多 种 信号 通路 , 例如 NF- 


KB, 


胞 、 真 核 表 达 质 粒 pecDNA3.1-3Xflag-HBx、 细 胞 cDNA 


模板 、pcDNA3.1/myc-His(-)B、 pGEX-2TK 均 为 本 室 保存 。2Xhlingene Pfu PCR masterMix (上 海 


惠 凌 生物 ) 、EcoR I, SmaI, BamH I (TaKaRa 公司 )、T4 DNA 连接 酶 (Bio labs, New Eng land)、 无 内 毒 
素质 粒 提取 试剂 使 和 凝 胶 回收 试剂 盒 ( 购 自 北 京 天 根 公 司 )、DNA 转 染 试剂 盒 (Biotool 公司 )、ECL 显 色 i 
盒 (苏州 新 赛 美 生物 技术 有 限 公 司 )、Anti-flag Beads (Sigma) 、Glutathione-Sepharose 4B 购 自 美国 
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GE 


Healthcare 公司 、 抗 Myc 标签 的 多 克隆 抗体 (Sigma)、HRP 标记 山羊 抗 兔 IgG (Cell Signaling) 等 均 为 商业 


产品 ，DNA Marker (MD2K, MD15K)( 北 京 4 


学 试剂 均 为 国产 分 析 纯 ; PCR 引物 合成 工作 由 苏 》 


技 有 限 公 司 完成 。 
1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 


293T 细胞 和 HepG2 细胞 在 体积 分 数 为 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 基 中 ， 于 37 ‘C、 体 积分 数 


为 5% CO2 饱和 湿度 培养 的 细胞 二 氧化 碳 培养 箱 中 培养 ， 用 质量 分 数 为 0.25% 胰 酶 常规 消化 传代 。 


1.2.2 重组 真 核 表 达 质 粒 pcDNA3. 1/myc-His (-)B-Tabl 的 构建 
根据 空 载体 pcDNA3.1/myc-His(-)B 的 多 克隆 位 点 和 Tabl 全 长 编码 序列 设计 引物 ，Tabl Eves 
5' -GGAATTCCGCAGGGGTTCCTCCAAG -3′; 下 游 引 物 :5 - 


CCCAAGCTTGGCGGTGCTGTCACCACGCTCTG -3 。 上 、 下 游 引 物 分 别 引 入 EcoRI 和 Hind M 本 
立 点 ， 以 293T cDNA 文库 为 模板 克隆 Tabl 全 长 序列 , 取 PCR 扩 增 产物 月 


并 回收 纯化 目的 片段 ，EcoRI 和 H 


式 金 生物 公司 ); 氮 他 青霉素 (Amp)、 琼 脂 糖 、 以 及 其 他 常用 化 
金 唯 智 生 物 有 限 公司 完成 , 测序 工作 由 上 海 害 迪 生物 科 


物 : 


HYJ 
H 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 


ind II 双 酶 切 空 载 和 Tab1， 回 收 的 Tabl 定向 克隆 到 空 载 中 ， 转 化 大 


肠 杆 菌 感受 态 细胞 DH5 a ， 经 平板 培养 ， 随 机 挑 取 单 克隆 进行 扩大 培养 。 最 后 提取 质粒 进行 双 酶 切 鉴 定 和 


菌落 PCR 鉴 定 ， 将 初步 验证 为 含有 阳性 转化 子 的 单 菌落 送 公 司 测序 ， 测 序 结果 与 GenBank 中 公布 的 序列 
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对 比 ， 获 得 重组 真 核 表达 质粒 ， 命 名 为 pcDNA3.1/myc-His(-)B-Tab] 。 
1.2.3 重组 原核 表达 质粒 pGEX-2TK-GST-HBx 的 构建 


根据 空 载体 pGEX-2TK-GST 的 多 克隆 位 点 和 HBx 全 长 多 


-TCCCCCGGGAATGGCTGCTCGGGTGTGCTGC-3′; 下游 引物 :5 - 
CGAATTCTTAGGCAGAGGTGAAAAAGT -3' 。 上 、 下 游 引 物 分 别 引 入 SmaI 和 EcoRI 酶 切 位 点 ， 以 


本 实验 室 保存 的 pcDNA3.1-3 Xflag-HBx 为 模板 克隆 HBx 全 长 序列 , 取 PCR 扩 增 产物 用 
回收 纯化 目的 片段 ，EcoRI 和 Sami 双 酶 切 空 载 和 HBx， 回 收 的 HBx 定向 克隆 到 空 载 
胞 DH5 a ， 经 平板 培养 ， 随 机 挑 取 单 克隆 进行 扩大 培养 。 最 后 提取 质粒 进行 
YR PCR 鉴定 , 将 初步 验证 为 含有 阳性 转化 子 的 单 


凝 胶 电泳 检测 并 
中 ， 转 化 大 肠 杆 
双 酶 切 鉴定 和 菌 


maa 


困 


TH 


中 公布 的 序列 对 比 ， 获 得 重组 真 核 表 达 质 粒 pGEX-2TK-GST-HBx. 
1.2.4 GST-HBx 融合 蛋白 的 诱导 表达 及 纯化 


将 pGEX-2TK-GST-HBx 及 空 载 


体 pGEX-2TK 分 别 转化 大 肠 杆 


LB 培养 液 中 培养 过 夜 ， 以 10% 接种 


0. 6 一 0. 8, 加 入 诱导 剂 PTG( AWE 0.5mmol /L) , 25°C. 160 r/min 过 夜 诱 导 . 
AZ 
离 ， 


5000g 离心 10min 后 弃 上 清 ， 收 集 菌 


12000rpm 离心 20min， 取 上 清 换 新 EP 管 再 
取 上 清 液 。 按 Glutathione-Sepharose 4B 操作 说 明 书 进行 重 
Beads, 4°CRGIN TAKE, tS 4842 J pcDNA3.1/myc-His(-)B-Tab1 ff) 293T 4 


FAR 


体 。 取 适 
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次 12000rpm 
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1.2.5 Myc-Tabl 与 Flag-HBx 免疫 共 沉淀 (Co-IP) 
用 于 转 染 的 pcDNA3.l/myc-His(-)B-Tabl 和 pcDNA3.1-3Xflag-HBx 真 核 表 达 质 粒 及 空 载体 用 无 内 毒素 


小 提 中 量 质粒 提取 试剂 盒 进 行 提取 


pcDNA3.1 空 载 分 别 与 pcDNA3.1/myc-His(-)B-Tab1 
36h 后 ， 使 用 末 云 天 Western 及 IP 细胞 裂解 液 裂解 多 
液 100C 者 沸 10 min, 出 
裂解 液 与 预先 洗涤 处 理 好 的 Anti-flag Beads 4°C 


FE 
Ea 


SDS-PAGE 上 样 组 ; 


if 


(预先 加 入 蛋白酶 抑制 
A ERE, 


进行 SDS-PAGE ! 
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7 FN 


电泳 ， 电 泳 结束 后 将 蛋白 : 


Wu, 


样品 


LORE 


液 及 P 上 清 液 均 同 时 用 抗 Myc 标签 抗体 〈 免 源 ) 检测 。 
1.2.6 Myc-Tabl 与 GST-HBx 的 蛋白 沉降 实验 ( GST pull-down) 


将 吸附 有 GST-HBx 融合 蛋白 和 GST 的 Glutathione-Sepharose 4B beads 20 u L HA S 
洗涤 3 次 后 加 入 pcDNA3.1/myc-His(-)B-Tabl 真 核 表 达 的 293T 细胞 裂 角 
再 用 裂解 液 洗 Sepharose 珠子 4 次 ， 每 次 10 min, 吸 净 上 清 。 洗 脱 完毕 的 


4C 离 心 5min， 弃 上 清 。 
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A 4h, H 
J 洗涤 磁 珠 2 遍 ， 每 遍 5 min。 洗 过 
100 C A 10 min， 放 置 在 磁力 架 上 保留 上 清 液 称 为 Po P 上 清 液 及 预 留 的 Input 同时 
有 转 印 至 硝酸 纤维 素 膜 ， 然 后 进行 Western blotting， 细 胞 裂解 


=H 
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量 接种 于 200mL LB 中 ，37 °C, 220 r/min 
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20min, FRE 


BFA, HBx 上 游 引 物 : 5' 


1% 的 琼脂 糖 


菌落 送 公司 测序 ,测序 结果 与 GenBank 


感受 态 BL21， 挑 单 克隆 于 3 mL 
培养 约 5h， 至 0D600 为 


诱导 结束 后 以 4C, 
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w 
结合 


rey 4°C 


胞 裂解 液 ， 充 分 重 甚 ， 超 声 破碎 后 ，4'C， 
体 沉 淀 为 止 ， 轻 轻 吸 
纯化 , 获得 结合 有 GST-HBx 融合 蛋白 或 GST 
胞 裂解 液 共 孵 


a 
H o 


体操 作 步 又 按照 试剂 合 内 说 明 书 进行 。pcDNA3.1-3 X flag-HBx 和 
kity 293T 细胞 以 及 HepG2 两 种 
胞 总 
改 为 Western blot 


胞 系 , 转 染 24 一 
soul 5 20ul 
对 照 ( PKA Input) . RIAA 
后 放置 在 磁力 架 上 弃 去 上 清 液 体 ，PBS 
于 50 uL1 X SDS-PAGE % 


5 xX 
胞 


管 中 ,用 PBS 


4h 后 ,3 000 r/min, 


Sepharose beads 加 入 1 SDS-PAGE 上 样 缓冲 液 , 煮沸 10 min, 电泳 后 用 抗 Myc 标签 抗体 进行 Western 


blotting 免疫 印迹 分 析 ， 在 此 实验 中 GST Æ 


2 结果 和 分 析 


白 组 


做 为 阴 愧 


2. 1 pcDNA3. 1/myc-His (-)B-Tab1 重组 质粒 构建 及 表达 鉴定 


以 实验 室 保存 的 293T cDNA 为 模板 ，PCR 扩 增 获 得 Tab1 全 长 多 
糖 凝 胶 电泳 检测 ，DNA 片 段 大 小 与 预期 


peDNA3.1/myc-His(-)B-Tab1 双 酶 切 鉴 


的 一 致 ( 


re 


Æ 


条 带 大 小 相符 的 片段 。 测 序 结果 表明 ， 
是 否 能 表达 目的 片段 进 


A= ie cz 


们 金正， 


图 


E 对 照 组 。 


人 码 序列 (1515 个 核 
1) 。 将 PCR 产 物 酶 切 插入 到 载体 中 
(EcoRI 和 Hind M) 及 菌落 PCR 鉴 定 结果 ¢ 
重组 质粒 中 插入 的 序列 完全 正确 。 构 建成 功 的 质粒 转 染 293T 
用 抗 Myc 抗体 进行 western blotting 检测 结果 如 图 3， 结 果 表 明 构 建 的 质 


He 


时 


酸 )， 经 1% 琼脂 
重组 质粒 


Z] 


2) 都 产生 与 目的 


胞 对 
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粒 能 正常 表达 目的 片段 大 小 相符 的 蛋白 。 
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15000bp 


2000bp 
1000bp 


图 1 Tab1 的 PCR 产物 (M1, Trans 15000 DNA Marker; Tabl PCR 产物 ，M2, Trans 2000 DNA Marker) 


Fig.1 PCR products of human Tab1 (M1, Trans 15000 DNA Marker; Tab1 of PCR; M2, Trans 2000 DNA Marker) 


B 
M1 1 2 M2 M1 12345 M2 


一 2000bp 
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图 2 pcDNA3. 1/myc-His (-)B-Tab1 的 酶 切 鉴定 和 菌落 PCR 鉴定 (A, MEE MI, Trans 15000 DNA Marker; 1， 空 载体 ;2， 双 酶 切 产物 ; B, 

菌落 PCR 鉴定 M1, Trans 15000 DNA Marker; 单 菌 落 1-5; M2, Trans 2000 DNA Marker) 

Fig.2 Restriction enzyme digestion and colony PCR identification of pcDNA3. 1/myc-His(—)B-Tab1 (A, Double enzyme digestion 
identification. M1, Trans 15000 DNA Marker; 1, Empty vector; 2, Double digestion products; M2, Trans 2000 DNA Marker; B, Colony PCR 
identification. M1, Trans 15000 DNA Marker; Clone 1-5; M2, Trans 2000 DNA Marker) 


M 1 2 


75K 


55K Tabl 


图 3 pcDNA3. 1/myc-Hi s (-) B-Tab1 的 表达 鉴定 
Fig.3 Expression identification of pcDNA3. 1/myc-Hi s (-) B-Tab1 
2.2 pGEX-2TK-GST-HBx 重组 质粒 构建 
以 实验 室 保 存 的 pcDNA3.1-3 Xflag-HBx 为 模板 ，PCR 扩 增 获得 HBx 带 有 酶 切 位 点 的 全 长 编码 序 
列 ， 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ，DNA 片 段 大 小 与 预期 的 一 致 〈 图 4) 。 将 PCR 产 物 酶 切 插入 到 载体 中 ， 
重组 质粒 pGEX-2TK-GST-HBx 双 酶 切 鉴 定 (Smal 和 EcoRI) 及 菌落 PCR 鉴定 结果 (图 5) 都 产生 与 
目的 条 带 大 小 相符 的 片段 。 测序 结果 表明 ， 重 组 质粒 中 插入 的 序列 完全 正确 。 
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4 HBx 的 PCR 产物 (M, Trans 2000 DNA Marker; HBx, PCR 产物 ) 


Fig.4 PCR products of HBx (M1, Trans 2000 DNA Marker; HBx products of PCR) 
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图 5 pGEX-2TK-GST-HBx 的 酶 切 鉴 定 和 菌落 PCR 鉴定 (A， 双 酶 切 鉴定 M1, Trans 15000 DNA Marker; 1, 空 载体 ; 2， 双 酶 切 产 物 ; M2, Trans 2000 
DNA Marker B, W74 PCR 鉴定 M1, Trans 15000 DNA Marker; 单 菌落 1-6; M2, Trans 2000 DNA Marker) 

Fig.5 Restriction enzyme digestion and colony PCR identification of pGEX-2TK-GST-HBx (A, Double enzyme digestion identification. 
M1, Trans 15000 DNA Marker; 1, Empty vector ;2, Double digestion products; M2, Trans 2000 DNA Marker; B, Colony PCR identification. M1, 


Trans 15000 DNA Marker; Clone 1-6; M2, Trans 2000 DNA Marker) 


2.3 GST-HBx 融合 蛋白 的 诱导 表达 及 纯化 

pGEX-2TK-GST-HBx 重组 阳性 质粒 转化 BL21 W ， 应 用 终 浓 度 为 0.5 mmol/L 的 IPTG, 25 C97 
达 过 夜 ， 取 细菌 总 蛋白 分 析 诱 导 表 达 情 况 可 见 与 目的 蛋白 大 小 一 致 的 条 带 (图 6) ， 诱 导 表 达 的 菌 超声 后 
直接 取 上 清 液 挂 Beads， 挂 Beads 后 取 部 分 Beads 与 1 X SDS-PAGE 蛋 白 上 样 缓冲 液 100C， 者 10min 
Ja, SDS-PAGE 检测 挂 Beads 结果 ， 检 测 结果 (图 7 ) 表 明 ， 表 达 的 GST-HBx 分 子 量 大 小 一 致 ， 且 可 以 在 
上 清 中 获得 足够 的 可 溶 表达 产物 ， 但 是 融合 蛋白 存在 着 降解 情况 。 处 理 好 的 Beads 短 时 间 放 置 在 4C 备 
用 ， 待 与 转 染 pcDNA3.1/myc-His(-)B-Tab1 的 293T 细胞 的 Myc-Tab1 细胞 裂解 液 共 孵 育 。 


55K 55K = 
40K 一 -一 40K —— - 
GST-HBx 
35K 一 一 一 
25K —— — GST 
6 图 7 


6 GST-HBx 融合 蛋白 的 诱导 表达 M, 蛋白 分 子 量 Marker; 1-3，GST-HBx 诱导 表达 ; 4-6, GST 诱导 表达 ). 


Fig.6 IPTG Induction of GST-HBx fusion protein expression (M, Protein Marker; 1-3, IPTG Induction of GST-HBx; 4-6, IPTG Induction of GST). 


图 7 琼脂 糖 Beads 纯化 GST-HBx 融合 蛋白 的 蛋白 电泳 检测 (M, 蛋白 分 子 量 Marker; 1, GST-HBx 挂 Beads; 2, GST fÈ Beads) 
Fig.7 SDS-PAGE test of GST-HBx fusion protein purification by Agarose Beads (M, Protein Marker; 1, GST-HBx; 2, GST). 
2.4 Myc-Tab1 55 Flag-HBx 免疫 共 沉淀 ( Co-IP) 试验 
将 带 有 Myc 标签 的 Tabl 和 带 有 Flag 标签 的 HBx 质粒 共 转 染 293T 细胞 以 及 HepG2 细胞 ， 实 
验 组 ( 共 转 染 pcDNA3.1-3 X flag-HBx 和 pcDNA3.l/myc-His(-)B-Tabl ) 细胞 裂解 液 ， 对照 组 ( 共 转 染 
pcDNA3.1-3 Xflag 空 载 /pcDNA3.1-myc-His(-)B-Tab1) 细胞 裂解 液 。 用 抗 FLAG 抗体 ( 鼠 源 ) 免疫 沉淀 (IP) 
Flag-HBx, 用 抗 Myc 抗体 ( Sadi) 做 Western blotting 分 析 , 检测 免疫 沉淀 复合 物 中 是 否 含 有 Tabl。 在 293T 
胞 中 进行 的 Co- 耻 实验 结果 表明 ， 用 抗 FLAG 抗体 可 以 将 Myc-Tabl 从 共 转 pcDNA3.1-3 X flag-HBx 和 
pcDNA3.1/myc-His(-)B-Tabl 的 细胞 裂解 液 中 沉淀 下 来 ， 用 抗 Myc 抗体 可 检测 到 Myc-Tab1 ， 而 共 转 染 
pcDNA3.1-3 Xflag 空 载体 和 pcDNA3.1-myc-His(-)B-Tabl 的 IP 裂解 液 用 抗 Myc 抗体 检测 无 信号 (图 8) 。 
结果 表明 Tabl 可 以 与 HBx 结合 , 而 不 与 FIAG 标签 结合 , 说 明 Tabi 和 HBx 在 体内 存在 特异 性 的 相 
HEH. 同样 的 方法 在 HepG2 肝癌 细胞 系 进行 的 Co-IP 实验 结果 也 表明 Tabl 可 以 与 HBx 结合 , 而 不 
与 FIAG 标签 结合 (图 9) ， 说 明 Tabl 和 HBx 在 HepG2 细胞 体内 也 存在 相互 作用 。 


ASS 


Input IP 
Flag-HBx + - - + 
Myc-Tab1 + + + + 


IP:Flag 


图 8 Tabi 与 HBx 在 2937 细胞 内 的 相互 作用 


Fig.8 Interaction between Tabl and HBx in 293T cells by Co-IP 
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Flag-HBx = $ = $ 
Myc-Tab1 T + + + 


图 9 Tabi 与 HBx 在 HepG2 细胞 内 的 相互 作用 


Fig.9 Interaction between Tabl and HBx in HepG2 cells by Co-IP 


IP:Flag 


2.5 Myc-Tab1 与 GST-HBx 的 蛋白 沉降 实验 ( GST pull-down) 

将 预先 结合 有 GST-HBx 和 蛋白 的 Beads 以 及 GST 和 蛋白 分 别 与 真 核 表 达 的 Myc-Tabl 的 细胞 裂解 液 
混合 孵育 后 进行 GST pull-down 实验 ， 同 时 以 GST 作 阴 性 对 照 。 结 果 表 明 〈 图 10) ，Myc-Tabl 可 与 
GST-HBx 相互 作用 ， 而 不 与 GST 结合 ， 说 明 Tabl 在 体外 能 特异 性 结合 HBx。 


Input Pull-down 
GST - + 村 十 
GST-HBx $ - 十 - 
Myc-Tab1 + + + + 


= i “一 一 = 一 *| 


图 10 Tab1 与 HBx 在 体外 的 相互 作用 


Fig.10 Interaction between Tabl and HBx in vitro 


3 讨论 

HBx 被 认为 是 HBV 致 病 机 制 中 的 一 个 重要 多 功能 因子 。 目 前 针对 HBx 体内 外 研究 表明 ，HBx 在 
控制 细胞 增殖 和 活性 中 发 挥 了 重要 作用 04.5.19， 并 且 在 HBV 感染 导致 HCC 的 发 生发 展 过 程 中 发 挥 了 直 
接 促 癌 作用 L171。 例如 ，HBx 可 对 多 种 癌 基 因 具 有 反 式 激活 作用 ， 其 中 包括 c-myc、ras、c-fos 等 ， 还 可 以 调 
节 多 种 入 核 转录 因子 如 NF-KB、AP-1、c-EPB 等 ， 进 而 对 肝 细 胞 的 的 增殖 、 转 化 、 凋 亡 多 种 信号 级 联通 路 
产生 多 环节 的 刺激 性 影响 ， 如 PI3K/AKT、JAK、STAT、MAPK03 等 信号 通路 。 这 些 通 路 又 相互 影响 形成 
一 个 极其 复杂 的 信号 网 络 ， 使 HBx 对 肝 细 胞 的 影响 逐 级 放大 。 

关于 Tab1l 的 研究 ， 最 初 是 作为 TAK] 的 相互 作用 蛋白 被 发 现 的 , Tabl 能 直接 与 TAK1 互 作 后 激活 
IKK， 从 而 引起 NF-KB 的 活化 ; 换 句 话说 是 Tab1 与 TAK1 相 结 合并 使 其 活化 ， 同 时 研究 还 发 现 Tabl 的 
羧基 末端 有 个 经 过 修饰 的 保守 区 域 ， 使 它 既 能 够 结合 并 激活 属于 MAPKKK 家 族 的 TAK1， 通 过 经 典 的 三 级 
激酶 途径 调节 p38 等 的 的 活性 ， 同 样 ， 这 个 保守 羧基 末端 也 能 帮助 Tabl 直接 与 MAPK 家 族 的 p38a 
相 结合 ， 导 致 p38 a 的 自我 磷酸 化 ， 从 而 使 其 激活 0%» 习 。 昌 然 目 前 对 HBx 的 信号 通路 的 研究 也 比较 多 ， 
但 是 对 于 HBx 具体 如 何 介 导 信和 号 转 导 的 深入 研究 还 比较 少 ， 特 别 是 关于 HBx 在 信号 转 导 通路 中 直接 相 
互 作用 分 子 的 研究 还 比较 少 ， 结 合 目前 对 HBx 以 及 Tabl 的 功能 调节 作用 研究 ， 猜 测 Tabl 在 HBx 介 
导 HCC 发 生发 展 中 的 相关 信号 通路 有 重要 的 研究 意义 ， 对 于 进一步 探讨 HBx 在 HCC 发 生发 展 中 的 作 
用 及 其 分 子 机 制 有 重大 发 现 意 义 。 

综 上 所 述 ， 本 文 利用 Co-IP 和 GST pull down 在 体内 外 对 HBx 和 Tabl 相互 作用 进行 进一步 验证 。 
首先 构建 了 HBx 的 原核 和 真 核 表 达 质 粒 ，Tabl 真 核 表 达 质 粒 ， 然 后 通过 和 蛋白 沉降 实验 (pull-down)， 证 
明了 它们 可 以 在 体外 相互 作用 ; 并 进一步 将 HBx 和 Tabl 共 转 染 293T 细胞 和 HepG2 肝癌 细胞 ， 进 行 
免疫 共 沉 淀 实验 ( Co-IP)， 结 果 显 示 Tabl 在 体内 环境 下 也 可 以 有 效 地 结合 HBx， 进 一 步 说 明了 它们 之 间 
相互 作用 的 可 靠 性 。 RSR 验 结果 推测 HBx Æ HBV 感染 导致 的 信号 转 导 中 , 可 能 是 通过 直接 结合 Tabl 
来 激活 相关 的 信号 通路 ， 这 些 研究 结果 将 为 接 下 来 将 进一步 探讨 HBx 与 Tabl 参与 的 信号 通路 的 功能 提 
供 实验 依据 。 
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